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摘要 :【 目 的) 探讨 酚 氧 化 酶 (phenoloxidase,， PO ) 在 德国 小 归 Blattella germanica 对 大 肠 杆 菌 Escherichia. coli 的 免疫 
响应 中 的 作用 。[【 方 法 ] 利 用 同 源 克隆 和 RACE 方法 获得 德国 小 景 酚 氧化 酶 基因 (BgP0 ) 的 全 长 cDNA 序列 ,用 
MEGAS. 1 软件 构建 BgP0 与 其 他 昆虫 PO 的 系统 进化 树 , 用 RT-PCR 方法 检测 BgP0 的 组 织 表达 模式 及 大 肠 杆菌 诱 
导 后 不 同时 间 的 表达 量变 化 ,用 Hultmark 方法 测定 抑 菌 活力 ,用 邻 茶 二 酚 法 测定 酚 氧 化 酶 活性 。【 结果 】 获 得 的 德 
Ei BePO 基因 (GenBank 登录 号 :KJ789157 ) cDNA 全 长 为 2 252 bp ,其 中 开放 阅读 框 大 小 为 2 085 bp ,编码 695 
个 氨基 酸 ,预测 的 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 79.7 kDa 和 6. 19。Blast 分 析 结 果 表 明 德 国 小 螃 BgPO 与 其 他 昆虫 PO 有 
较 高 的 同 尖 性 ,其 中 与 白蚁 Coptotermes formosanus PO 的 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 80% ;系统 进化 树 分 析 显 示 其 与 C. 
formosanus PO 的 亲缘 关系 最 近 。 基 因 表 达 检 测 结果 表明 BgPO 主要 在 血 淋 巴 细胞 和 表皮 中 表达 。 大 肠 杆菌 诱导 德 
国 小 嫌 后 ,发现 BgPO 的 表达 量 在 诱导 24 h 后 升 高 ,在 诱导 后 36 h 达到 峰值 ;其 血 淋 巴 的 抑 菌 活力 及 酚 氧化 酶 的 活 
性 在 诱导 后 6 -36 h 内 均 随 着 诱导 时 间 的 增加 而 增加 , 且 菌 诱导 组 与 PBS 诱导 组 之 间 存 在 显著 差异 (P<0.05)。 
【结论 】 本 研究 获得 的 德国 小 蚁 酚 氧 化 酶 基因 BPO. 主要 在 血 淋 巴 和 表皮 中 表达 ,并 参与 了 大 上 肠 杆 菌 诱导 的 免疫 应 
答 反 应 。 研 究 结 果 为 进一步 探索 酚 氧 化 酶 在 德国 小 螃 对 病原 菌 的 免疫 响应 机 制 黄 定 基础 。 
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Abstract: [Aim] In this study, we aim to identify the function of phenoloxidase in the immune response 
in Blattella germanica induced by Escherichia coli. [ Methods] A full-length cDNA of B. germanica 
phenoleoxidase gene ( BgPO) was cloned using homology-based cloning and rapid amplification of cDNA 
ends ( RACE). The phylogenetic tree of BgPO and PO proteins from other insects was constructed by the 
software MEGA 5.1. The tissue expression patterns of BgPO and its transcription levels in hemocytes at 
different time points post E. coli infection were detected by RT-PCR. The antibacterial activity of 
hemolymph was measured by Hultmark’ s method and the BgPO enzyme activity was determined by 
catechol method. [Results] The full-length cDNA sequence of BgPO is 2 252 bp ( GenBank accession 
number: KJ789157) , which contains an ORF of 2 085 bp encoding 695 amino acid- residues. The 
deduced protein has a calculated molecular weight of 79. 7 kDa and the theoretical pl of 6. 19. The 
sequence alignment analysis showed that BgPO has high sequence identities with the homologies of other 
insect species, and shares an 80% amino acid sequence identity with the PO from Coptotermes 
formosanus. Phylogenetic tree analysis indicated that BgPO has the closest genetic relationship with the 
PO of C. formosanus. Gene expression profiling showed that BgPO was expressed mainly in the 
hemocytes and epidermis. The transcription level of BgPO mRNA increased from 24 h post E. coli 
infection, and reached a peak at 36 h p. i. The antibacterial activity and phenoloxidase activity increased 


after bacterial induction during 6 - 36 h p. i. The antibacterial activity showed significant differences 











基金 项 目 : 贵州 省 联合 基金 项 目 ( 黔 科 合 J 字 LKZ[2013 123 号 ) 

作者 简介 : 张 道 伟 , B, 1981 年 生 , 河南 南阳 人 , 博士 , 副教授 , 研究 方向 为 昆虫 生物 化 学 与 分 子 生物 学 ，E-mail: zhangdw1000€ 163. com 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; chenjing 1983€ 126. com 

收 稿 日 期 Received; 2014-06-02 ; 接受 日 期 Accepted; 2014-09-19 


5 
PH 



































1124 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 5735 





between the bacteria-infected and the PBS-induced samples during 6 — 48 h p. i. (P «0. 05), and the 
phenoloxidase activity also showed significant differences between the bacteria-induced and the PBS-induced 
samples during 24 —36 h p.i. (P «0.05). [Conclusion] Our findings revealed that BgPO is mainly expressed in 


the hemocytes and epidermis. BgPO may participate in the immune response against E. coli invasion. The results 


provide a good foundation for the further research on immune response of BgPO in B. germanica. 
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昆虫 具备 较 强 的 先天 免疫 系统 ,使 其 能 够 通过 


Escherichia coli; 


phenoloxidase;  homology-based cloning; 


模式 分 子 从 而 激活 PO( Wang et al., 2011a) 。 但 也 











各 种 免疫 反应 保卫 自己 免 受 外 源 入 侵 物 之 害 
( Hoffmann and Reichhart, 2002) 。 目 前 对 于 昆虫 中 
免疫 蛋白 、 免 疫 相 关 通 路 .抗菌 肽 的 研究 也 越 来 越 
多 ,但 主要 集中 在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster , 
家 看 Bombyx mori 等 模式 昆虫 中 (Canesan et al., 
2011; Le et al., 2012; Pradeep et al., 2013) 。 其 中 
B (LEE ( phenoloxidase, PO) 及 相关 因子 构成 的 酶 
级 联 反 应 系统 , 即 酚 氧化 酶 原 激 活 系 统 
( prophenoloxidase-activated system, proPO-AS) , 因 在 
先天 免疫 中 具有 重要 作用 ,受到 众多 科研 工作 者 的 
关注 。 酚 氧化 酶 是 广泛 存在 于 动物 植物 和 昆虫 中 
的 一 类 含 铜 酶 ,在 分 子 氧 的 存在 下 ,催化 酚 类 氧化 成 
Ht , 醒 在 非 酶 促 条 件 下 ,其 终 反 应 物质 为 黑色 素 ( 谢 
春 艳 等 , 1999; 庞 秋香 等 , 2008; Diao et al., 2012; 
刘 丽 萍 等 , 2013) 。 在 昆虫 中 , 酚 氧 化 酶 主要 存在 于 
血 淋 巴 .表皮 和 中 肠 等 组 织 ,是 昆虫 体内 合成 黑色 素 
的 关键 酶 (Armitage and Siva-Jothy, 2005; 张 小 玉 
等 , 2006; 张 永亮 和 朱 勇 ,2009 ) 。 研 究 表明 , 酚 氧 
化 酶 不 仅 参 与 机 械 损伤 时 的 伤口 愈合 反应 以 及 对 外 
来 侵 染 物 的 免疫 防御 反应 ,也 在 昆虫 的 正常 发 育 过 
程 中 具有 重要 的 生理 功能 (Theopold et al., 2004) 。 
酚 氧 化 酶 参与 昆虫 先天 免疫 中 的 研究 发 现 , 24 
昆虫 受到 微生物 侵 染 后 , 血 淋 巴 会 出 现 凝集 现象 , 阻 
止 侵 染 微生物 进一步 向 血液 中 移动 (Theopold et al., 
2004) 。 也 有 研究 表明 酚 氧 化 酶 对 侵 染 的 细菌 没有 
直接 的 毒 杀 作 用 ( Bidla et al., 2005) 。 但 是 酚 氧化 
酶 参与 形成 的 黑色 素 能 够 包 被 入 侵 物 ,使 其 黑 化 、 死 
Tc BARCA, 2003) 。 昆 虫 体 内 的 PO 通常 是 以 无 
活性 的 proPO 形式 存在 ,通常 需要 proPO-AS 表现 活 
性 。 而 最 新 的 proPO-AS 激活 系统 一 致 认为 :细菌 或 
真菌 细胞 壁 中 的 脂 多 糖 、B-1,3- 简 聚 糖 等 激活 该 系 
统 中 的 关键 酶 ,最 终 把 无 活性 的 proPO 变 成 活化 的 
PO ,进而 调节 吞噬 和 黑 化 作用 (Amparyup et al., 
2010; Charoensapsri et al., 2011; Amparyup et al., 
2012) ;与 B-1,3-18] R EA X E ED SE EUST UAE 2] 

















































































































































































































有 研究 认为 肽 聚 糖 在 激活 proPO-AS 过 程 中 并 不 需 
要 相关 的 受 体 蛋白 (Liu et al., 2011) 。 

酚 氧 化 酶 参与 昆虫 的 变态 发 育 研 究 发 现 ,在 黄 

WE Tenebrio molitor 体 壁 硬化 过 程 中 , 酚 氧 化 酶 在 
赔 皮 幼虫 早期 活性 较 高 , 随 着 体 壁 不 断 黑 化 与 硬化 ， 
其 活性 呈 下 降 趋势 ( 刘 守 柱 等 , 2009)。 在 不 同类 型 
的 血细胞 中 PO 在 不 同龄 期 的 表达 模式 也 是 不 一 样 
的 (Wang et al., 2011b) 。 酚 氧化 酶 活性 还 受到 激素 
和 众多 因子 的 影响 。 如 保 幼 激素 能 够 诱导 酚 氧 化 酶 
使 其 活性 上 升 ,而 赔 皮 激素 则 可 抑制 酚 氧 化 酶 活性 
( 冯 从 经 等 , 2004) 。 一 些 化 学 因子 和 杀菌 剂 均 能 诱 
导 赤 有 眼 蜂 酚 氧 化 酶 活性 升 高 ( 马 晓 慧 等 ,2009; 金 
华 超 等 , 2013) ,而 纤维 素 和 糖 醋 则 对 酚 氧 化 酶 活性 
具有 抑制 作用 ( 马 晓 慧 等 , 2009 ) 。 
TEE Blattella germanica. JB TE W H EE, y 
典型 的 病 媒 卫 生 害 虫 ,可 传播 多 种 疾病 (Oliva et al., 
2010; 5KJL, 2011) 。 值 得 关注 的 是 ,德国 小 蚁 喜 生 
T& T A PS \ 病 毒 等 聚集 的 场所 而 不 易 被 相应 的 病原 
微生物 所 感染 ,反映 其 对 病原 戎 具备 强大 的 免疫 能 
Jj. ARE SE GB x [8] JR vá PE R3 25 145 33 18 El /] M 
BgPO 基因 全 长 序列 ,并 研究 了 其 在 各 组 织 器 官 中 
的 表达 模式 ,然后 通过 大 肠 杆 菌 Escherichia. coli 诱 
S8 Es / | lié, 检测 诱 导 源 处 理 后 , 血 淋 巴 抗菌 活性 的 
动态 变化 .BgP0 基因 mRNA 的 表达 情况 及 酚 氧 化 
酶 的 活性 变化 ,探索 德国 小 赚 酚 氧 化 酶 对 病原 菌 的 
免疫 响应 ,为 进一步 研究 德国 小 巍 免 疫 防御 反应 英 
定 基础 。 










































































































































































































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

实验 用 虫 德国 小 蚁 由 贵阳 医学 院 张 春 林 教 授 提 
供 ,在 本 实验 室 饲养 多 代 。 人 饲养 条 件 为 25 +10, 
RH 7096 ~80% , 光 周 期 为 14L: 10D 的 光照 培养 箱 
内 ,用 大 鼠 饲料 继 代 饲养 。 
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1.2 诱导 源 

大 肠 杆菌 E. coli DH5a 由 本 实验 室 长 期 保存 。 
在 无 菌 条 件 下 ,接种 于 LB 液体 培养 基 ,37Y 200 r/ 
min 过 夜 培养 ;3 000 r/min 离心 5 min , 弃 上 清 , 用 磷 
酸 缓冲 液 (phosphate buffer solution, PBS) 稀释 ,利用 
血细胞 计数 器 测定 菌 液 浓度 为 3 x 10 个 /mL 时 ,加 
热 灭 活 , 待 用 。 
1.3 德国 小 螃 酚 氧 化 酶 基因 的 克隆 

将 目前 已 登录 到 GenBank. 数据 库 的 昆虫 的 酚 
氧化 酶 基因 序列 进行 比 对 ,根据 保守 序列 ,设计 2 对 
简 并 引物 , BgPO-F1 及 BgPO-RI 为 外 侧 扩 增 引物 ， 
BgPO-F2 及 BgPO-R2 为 巢 式 扩 增 引物 (引物 由 上 海 
生 工 生物 有 限 公司 合成 ) ,引物 序列 见 表 1。 取 德国 
Zi 5 龄 若虫 1 头 用 Trizol (Invitrogen, USA) 法 进 
行 总 RNA 的 提取 , 取 1 kg 德国 小 里 总 RNA ,以 oligo 
d(T) 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA。 

德国 小 景 酚 氧化 酶 基因 中 间 片 段 的 扩 增 :第 一 
轮 PCR 扩 增 以 BgPO-F1 及 BgPO-RI 为 引物 。 第 二 
轮 采用 集 式 PCR. 扩 增 , 即 以 第 一 次 PCR. 的 产物 为 
模板 ,用 引物 BgPO-F2 及 BgPO-R2 扩 增 。 两 轮 扩 增 
程序 相同 :95%C 预 变性 5 min; 95%C 变性 30 s,50%C 
退火 30 s,72% 延伸 2 min,35 个 循环 ; 72% 延伸 10 
min。 将 扩 增 获得 的 中 间 片 段 胶 回收 .连接 、 转 化 、 验 
证 后 , 送 深圳 华 大 公司 测序 。 

根据 获得 的 中 间 片 段 用 Primer 5.0 软件 设计 用 
于 全 长 扩 增 的 RACE 引物 ( 表 1)。 采 用 RACE 试剂 
4& ( BD SMART RACE cDNA Amplification Kit) (大 连 
宝生 物 工程 有 限 公 司 ) 操 作 指 南 构建 5' 和 3’ RACE 
文库 。3” RACE 扩 增 :第 一 轮 PCR 扩 增 以 BgPO 3- 
F1 及 UPM 为 引物 ;第 二 轮 以 第 一 轮 扩 增 的 产物 为 





































































































模板 , 以 BgPO 3-F2 及 NUP 为 梨 式 引物 进行 3 
RACE 的 扩 增 。5' RACE 扩 增 :第 一 轮 PCR 扩 增 以 
BgPO 5-F1 及 UPM 为 引物 ;第 二 轮 以 第 一 轮 扩 增 的 
产物 为 模板 ,以 BgPO 5-F2 及 NUP 为 梨 式 引物 进行 
5' RACE 的 扩 增 。 两 轮 扩 增 的 程序 相同 :95Y 预 变 
性 5 min; 95*C 变性 30 s,5$%C 退火 30 s; 72% 延伸 2 
min ,35 个 循环 ;72% 延伸 10 min。 目 的 片段 切 腕 回 
收 连接、 转化、 验证 后 , 送 深圳 华 大 公司 测序 。 
1.4 系统 发 育 分 析 

以 德国 小 螃 BgPO 氨基 酸 序列 作为 询问 序列 ， 
在 GenBank 数据 库 中 用 Blastp 软件 搜索 昆虫 PO 同 
源 性 序列 ;用 MEGAS. 1 软件 采用 邻接 法 构建 德国 
INDE BgPO 和 其 他 昆虫 PO 的 系统 发 育 关系 ,1 000 
次 重复 计算 自 展 分 析 值 。 
1.5 AERD Se LES E A H B ZR S 1 1 UI 

Tc Bsp IBS Js S 1 天 的 峻 成 虫 (分 离 组 织 
前 先 用 75% 酒精 清洗 虫 体 表面 ) , 待 晾 干 后 ,用 无 菌 
大 头 针 针 刺 腹部 ,用 毛细 管 收集 血 淋 巴 置 于 装 有 适 
量 PBS 液 的 无 菌 离心 管 中 ; 然后 将 虫 体 固定 在 蜡 盘 
上 ,在 解剖 镜 下 用 剪刀 、 锋 子 和 解剖 针 等 分 离 表 皮 、 
脂肪 体 FA .气管 和 马 氏 管 等 组 织 ,分 别 收集 并 分 
装 在 无 菌 离心 管 中 , 液 所 速冻 后 保存 于 -80% 冰箱 。 
采用 Trizol 方法 提取 总 RNA ,用 NanoDrop 2000 分 
光 光 度 计 测定 浓度 后 每 份 RNA 样品 各 取 ug, B 
转录 为 cDNA。 用 Primer 5. 0 软件 进行 引物 设计 ， 
利用 设计 的 引物 BgPO-RTF 及 BgPO-RTR( 表 1) , 进 
f; PCR 扩 增 , 扩 增 的 程序 为 :95Y 预 变 性 5 min; 
95% 变性 30 s,5$%C 退 火 30 s, 727€ 延伸 30 s,30 个 
循环 ;72% 延伸 10 min , 扩 增 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 。 























































































































R1 本 研究 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 




















引物 名 称 引物 序列 (5 - 3^) 引物 功能 
Primer name Primer sequence Primer use 
BgPO-F1 CAYTGGCAHTGGCAYYT 
BgPO-R1 TCRAABGGRWADCCCAT BgPO 中 间 片 段 扩 增 
BgPO-F2 GARYTBTTCTWYTAYATGCAYCA Amplification of the partial fragment of BgPO 
BgPO-R2 TGYTGIGGCCAICCRCADCCRCA 
BgPO 3-F1 ATCGTCCTGCCAAATGCAAATAGGC RACH 
BgPO 3-F2 ACATCTTGGGCAACATAATGGAAGC 
BgPO 5-F1 GTTGGGAGACAGAATGCTCGCTTC Snc 
BgPO 5-F2 TGTCGTTCCTCCATCTTCGCTCA 
BgPO-RTF ACATCTTGGGCAACATAATGGAAGC BgPO 组 织 分 布 和 诱导 表达 检测 ( 扩 增 片段 大 小 273 bp) 
BgPO-RTR CCGTGATTCCATTGTAAGTGAGCCT Tissue distribution and induced expression of BgPO mRNA (273 bp ) 
UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG RACE 接头 引物 


TATCAACGCAGAGT 
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 


RACE adapter primer 
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1.6 ”病原菌 的 诱导 

收集 德国 小 丹 6 龄 幼虫 ( 卢 慧 明 等 , 2013 ) 180 
头 , 用 70% 乙醇 对 虫 体 消毒 ,然后 随机 分 为 空白 对 
照 组 .PBS 诱导 组 与 大 肠 杆菌 诱导 组 ,每 组 60 头 。 
收集 的 德国 小 丹 用 乙醚 处 理 使 之 和 昏迷 ,空白 对 照 组 



































kL 酶 液 ) 在 25% 水 浴 中 震荡 反应 15. min, 在 420 nm 
处 检测 光 密 度 值 (0D 值 ) 。 
1.11 数据 统计 与 分 析 

对 本 研究 中 所 取得 的 抑 菌 活性 和 PO. 酶 活性 
等 数据 均 采 用 Excel 软件 进行 处 理 , 对 不 同 处 理 之 

















不 经 任何 处 理 ,PBS 诱导 组 德国 小 赂 用 灭 菌 针头 醋 
PBS 缓冲 液 针 刺 腹 部 ,大 肠 杆 苦 诱导 组 德国 小 嫌 用 
灭 菌 针头 芯 取 灭 活 的 大 肠 杆菌 菌 悬 液 (3 x 10* 个 / 
mL) 针 刺 腹部 。 
1.7 血 淋 巴 的 收集 

在 针 刺 后 的 不 同时 间 点 (6,12,24,36 和 48 h) 
分 别 用 灭 菌 针头 针 刺 德 国 小 赚 腹 部 , 待 血 淋 巴 流出 
时 用 玻璃 毛细 管 收集 ,然后 转移 至 灭 菌 1.5 mL 离心 
管 中 ,每 个 时 间 点 收集 10 pL, 离 心 管 中 预 先 加 入 少 
量 PBS 缓冲 液 (pH 6.5, 20 mmol/L)。 不 同时 间 点 
收集 的 血 淋 巴 在 4% 1 000 r/min 离心 30 min ,收集 
上 清 液 。 
1.8 血 淋 巴 抑 菌 活力 的 测定 

抑 菌 活力 的 测定 采用 Hultmark 等 (1980 ) 方 法 ， 
抑 菌 活力 =(A0 -Al)ZA0 ,其 中 A0 为 对 照 组 在 570 
nm 波长 下 的 光 吸 收 值 。 将 大 肠 杆 菌 培养 至 对 数 生 
长 期 后 离心 收集 基体 ,将 菌 体 悬 序 于 LB 培养 基 中 ， 
570 nm 波长 下 测 得 吸光 度 A 值 为 0.2 ~0.3。 每 2 
mL 菌 悬 液 中 加 入 血 淋 巴 10 kwL,37Y 振荡 培养 1 h, 
冰 浴 30 min 后 在 570 nm 处 测 其 吸光 度 值 Al 。 每 个 
重复 处 理 30 头 幼 虫 ,每 组 各 时 间 点 重复 数 为 3 次。 
1.9 血细胞 酚 氧 化 酶 基因 的 mRNA 表达 检测 

按照 1.6 节 的 方法 收集 德国 小 蚁 血细胞 ,提取 
总 RNA ,每 个 诱导 时 间 点 的 RNA 样品 各 取 1 ug, 反 
转录 为 cDNA ,利用 设计 的 引物 BgPO-RTF 及 BgPO- 
RTR( 表 1) ,进行 PCR 扩 增 , 扩 增 的 程序 为 :95Y fü 
变性 5 min; 95?C 变性 30 s,55?C 退火 30 s,72% 延伸 
30 s,30 个 循环 ; 72% 延伸 10 min, 扩 增产 物 进行 琼 

糖 凝 胶 电 泳 。 每 6 头 为 一 个 重复 ,每 组 各 时 间 点 

重复 数 为 3 次 。 
1.10 ” 酶 活性 的 测定 

取 PBS 诱导 组 .大肠 杆菌 诱导 组 不 同时 间 点 的 
德国 小 虹 6 龄 幼虫 , 按 3 头 /mL 的 比例 加 入 预 冷 的 
0.2 mol/L PBS RIR (pH. 7.0) ,在 冰 浴 中 勺 浆 , 然 
后 在 4%C 12 000 r/min 离心 20 min, E TÉ CFI T 93 
氧化 酶 活力 测定 。 每 3 头 为 一 个 重复 ,每 组 各 时 间 
点 重复 数 为 3 次 。 

将 3 mL 酶 活 测定 体系 (1.3 mL 0.2 mol/L 磷酸 
缓冲 液 (pH 6.8) 1.5 mL 0.2 mol/L 邻 茶 二 酚 .200 













































































间 用 :检验 进行 方差 分 析 , 以 P<0.05 为 有 显 
XX. 


2 结果 与 分 析 


2.1 RERA ESKE AH EE 

H Y IRISI E | ic Pg AAE EAE D], Pp o i 
GenBank 数据 库 比 对 其 他 昆虫 酚 氧 化 酶 基因 的 序 
Jj ,根据 保守 区 域 设 计 简 并 引物 用 于 扩 增 BgP0 的 
中 间 片 段 。 经 过 两 轮 PCR ,获得 了 一 条 约 1 000 bp 
左右 的 核 昔 酸 片段 (图 1), 测 序 结 果 显 示 该 片 
段 与 白蚁 Coptotermes formosanus 酚 氧 化 酶 
( GenBank 登录 号 :AHB39936 ) 的 氨基 酸 序 列 一 至 
性 为 79% ,可 以 初步 确定 扩 增 的 中 间 片 段 为 BgPO 
基因 。 根 据 该 序列 ,分 别 在 5' 端 和 3' 端 设计 特异 
E5 VI. RI FH 08 Bd 7] WE 5' RACE 和 3’ RACE 
cDNA JE ,分 别 获 得 1 000 bp 和 1 200 bp 左右 的 片 
段 ( 图 1)。 


























bp 
2000 


1000 
750 
500 
250 
100 








图 1 BgPO 基因 中 间 片 段 及 3' 和 5'RACE 片段 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of intermediate, and 3' and 
5' RACE fragment of BgPO 
M: DI2000 marker; 1; BgPO 中 间 片 段 Partial fragment of BgPO; 2; 
3'RACE 扩 增 片段 3'RACE product; 3; 5'RACE 扩 增 片段 5 RACE 


product. 


S'RACE 和 3'RACE 的 扩 增 产物 经 过 胶 回 收 , 载 
体 连接 ,转化 ,菌落 PCR 验证 测序 及 拼接 后 ,获得 
一 段 全 长 为 2 252 bp 的 序列 ,经 GenBank 中 的 Blast 
比 对 后 , 与 白蚁 C. formosanus 酚 氧 化 酶 (CenBank 
登录 号 :AHB39936 ) 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 80% ， 
可 以 确定 已 克隆 获得 德国 小 嵘 BeOP 基因 
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(GenBank 登录 号 :KJ789157)。 该 基因 开放 阅读 框 
(ORF) 大 小 为 2 085 bp,5'UTR 区 为 51 bp,3' UTR 
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2.2 BgPO 


利用 


clustalw/ ) 将 预测 出 的 德国 小 景 PO 和 蛋白 序列 与 其 他 














分 子 量 大 小 为 79.8 kDa, 等 电 点 为 5.95。 


MARAPGQSKDLLLMFDR 
1 ACATGGGGAAGGGAGAAGAGAGCTCTTGCTACGAACACAGCCTTCTTCAGAATGGCTCGCGCACCTCAATCGAAGGATCTTCTTCTCATGTTTGATCGGC 
POEP I F MPKGDDGNVAFDVPSDLLENRIGQGVDHMSGSGSI! 
1 CGCAGGAGCCGATCTTCATGCCGAAAGGAGATGATGGAAACGTTGCATTTGATGTTCOCTCAGATCTTCTGGAAAATCGAATCCAGGTGGACATGGGAAT 
V DRLGA SQADEH |I TVRS I ALPDLS I PQS | ARD Q 
CGTGGACAGGCTAGGGGCTTCTCAAGCCGACGAGCACATCACGGTGCGATCGATCGCCCT TCCCGACCTCTOCCATCCCGCAGTCCATTGOCCGAGACCAG 
NF SLF I1 PL HRRAATRL IE I FLGMRNVDDLVSMGC 
AACTTCTCTCTCTTTATCCCTCTTCATCGCAGGGOCGCCACCCGACTCATAGAAATTTTCTTGGGGATGCGCAATGTGGACGACTTGGTTTOCATGTGTG 
AACRERVNPYLEFNYALSVALLHRPDTRNLPVPPL 
CCGCCTGCAGGGAGCGAGT AAATCCGTACCTCTTCAACTACGCGCTGTCOGTGGCCT TGCTGCATCGCCCAGAT ACTCGCAATTTGCCOGTGCCTCCTCT 
FENFPDKFVDGA IF SK ARGQE SE I F TAG SRQPLE 
CTTTGAGAACTTCCCGGACAAGTTTGTGGACGGGGCTATTTTCAGCAAAGCAAGACAGGAGTCTGAGATTTTCACAGCAGGATCCAGGCAACCTCTGGAG 
|I PMDYTASDLDIEHRLAYFREDLG!NLHHWHWH 
ATCCCCATGGACTACACCGCGTCCGACTTGGACATCGAGCACCGCCTGGOGTACTTCCGAGAAGACT TGGGCATCAATCTGCACCACTGGCAT TGGCATC 
LV Y PF N GP RN I1 VDK N RRGELFYYMHOGOQO!I. ARY NL 
TCGTGTACCCTTTCAACGGGCCCCGAAACATCGTGGACAAGAATCGACGTGGGGAGT TGT TCTACTACATGCATCAACAGATCATAGCCAGGT ACAATTT 
ERFOCNKLARV TRLL N WR DP I1 PEG YFPKLDSLVA 
GGAGCGATTCTGCAACAAACTTGCGAGAGTGACCOGTCTGCTCAAT TGGAGAGATCCCATCCCCGAGGGCTACT TCCCAAAACTGGACAGOCCT CGT TGCA 
SRVWPPRHANALLSDVNREVDGQLKVDIGDCERM 
AGTCGCGTCTGGOCCACCTCGGCATGCCAATGCACTTCTCAGTGACGTGAACCGAGAAGTGGACCAACTGAAGGT GGATATCCAAGACTGCGAGCGT TGGA 
RDRMYEA I HLG S I VLP NGNRQGQ NLTEDGGIDILGN 
GGGATCGTATGTATGAAGCCATTCATTTGGGCAGCATCGTCCTGCCAAATGGAAATAGGCAGAATTTGACOGAAGATGGAGGAATCGACATCTTGGGCAA 
|I MEAS I LS8P N M N LYGDLH N MGHLILGLCHDPDA 
CATAATGGAAGCGAGCATTCTGTCTCOCAACATGAACCTCTATGGTGACCTGCACAACATGGGGCATTTGATACTGGGGCTATGOCCATGACCCAGACGCA 
RNLETFST IG DP ATAMRDP IF YRWHAFVDDVEFG 
AGGAATTTGGAAACATTCAGTACAATTGGAGATCCAGCAACTGCCATGAGAGATCCCATATTCTACCGCTGGCATGCAT TTGTAGATGACGTTTTCCAAG 
EHKATLPPYEV N RLTYNGI TVK SVEVVADG VPRN 
AACATAAGGCGACTTTGCCTCOGTATGAAGTGAACAGGCTCACTTACAATGGAATCACGGTTAAGTCAGTGGAAGTCGTGGCAGACGGTGTGCCTAGAAA 
EF RT F WKKDDVDLSRGIDFTPRGNVEFARFTHLGO 
CGAATTCAGGACCTTTTGGAAGAAGGATGACGTAGATCTGTCTOGGGGCATCGACTTCACTOCACGAGGAAACGTCTTTGCTOGCT TCACTCATCTCCAG 
HTNFKYRIGQVENGTNSDKIGTVRIFLGPKFDER 
CACACAAACTTCAAATACAGAATTCAGGTCGAGAATGGTACGAATAGTGATAAAATAGGAACCGTAAGGATATTTTTAGGTCCAAAGT TOGACGAGCGTG 
GV N MLF RDQRLLF I ELDKF TVTLKPKTNNIERNA 
GAGTCAACATGCTTTTCCGAGACCAGAGGCTTCTCTTCATTGAGCTCGACAAATTCACTGTCACAT TGAAACCCAAAACCAACAACAT CGAGAGGAACGC 
'"NDSSVT I PFERTFRDLGQTSRPSGGTSLEGQGFNFGC 
AAATGATTCTTCTGTGACAATTCCGTTCGAGAGGACTTTCCGTGACTTGCAGACCAGCAGACCGAGCGGGGGCACATCTCTGGAGCAGTTCAACTTCTGC 
GCGWP HHML I PKG TPPEGFPCELFVMVSNFDDDKEK 
GGCTGCGGATGGOCACATCACATGCTAATCCCAAAGGGCACACCAGAAGGCTTCCCCTGCGAATTGTTTGTCATGGTCTCCAATTTTGACGACGATAAGA 
I N QS I EGQCADAASFCGIRDKLYPDKRNMGYPEFD 
TAAACCAGTCGATCGAAGGACAATGTGCGGACGCAGCAAGT TTCTGTGGAATCAGAGACAAAT TGTACCCAGAT AAACGTAACAT GGGCTATCCTTTTGA 
RMPRNGVNTLQDFLTPNMRVGQDVKIRFTGGQTEFD 
TCGCATGCCCCGCAACGGCGTTAACACTTTGCAAGATTTCCTCACGCCCAACATGOGTGTCCAGGATGTGAAGATCAGGT TCACGGGACAAACATTTGAC 
VQG AE I TN SLT * 
GTTCAAGGAGCCGAGATCACAAATTCOCTCACATGAGCATGTACTCTACACCTAOCGTTCAGATTAATTTTCATAGAGGTGGTGGCGATAGATGATTAAGC 
GTTTCGTTGAAAGGTTAAACAGCAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAA 
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2 BgPO WIZE RMAF PU 
Fig. 2 Nucleotide and amino acid sequences of BgPO 
下 划 线 为 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 。The start and stop codons are underlined. 








的 进化 分 析 
ClustalW ( http://www. ebi. 


中 则 基本 检测 不 到 基因 转录 本 的 存在 。 
uk/ 
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区 为 116 bp ,编码 695 个 氨基 酸 ( 图 2) ,预测 蛋白 的 


2.4 不 同 诱导 组 菌 液 在 570 nm 处 的 光 吸 收 值 
将 德国 小 娘 用 大 肠 杆 菌 诱导 后 ,分 别 在 6, 12, 





昆虫 的 PO 进行 序列 比 对 ,用 Mega5. 1 软件 对 这 些 
昆虫 的 PO 进行 了 进化 树 分 析 , 如 图 3 所 示 ,德国 小 
与 等 翅 目 昆虫 白蚁 C. formosanus 的 亲缘 关系 最 
近 , 这 与 用 ClustalW 进行 同 源 分 析 的 结果 一 致 。 
2.3 BgPO 的 组 织 表 达 

提取 德国 小 赔 羽 化 后 第 1 天 的 雌 成 虫 不 同 组 织 
(包括 血 淋 巴 表皮、 脂肪 体 、 中 上 肠 、 气 管 和 马 氏 管 ) 
的 总 RNA, 反 转录 为 cDNA 后 ,进行 RT-PCR 分 析 。 
从 图 4 可 以 看 出 ,BgP0 在 血 淋 巴 中 有 大 量 表达 ,在 
表皮 中 的 表达 量 次 之 ,在 脂肪 体 、 中 肠 、 气 管 . 马 氏 管 
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24, 36 和 48 h 收集 血 淋 巴 样品 ,空白 对 照 组 .PBS 
诱导 组 与 大 肠 杆 落 诱导 组 在 570 nm 处 的 光 吸 收 值 
见 表 2。 从 结果 分 析 , 单 纯 针 刺 PBS 诱导 组 可 以 抑 
制 大 肠 杆菌 的 生长 ,但 抑制 率 较 低 ;用 大 肠 杆菌 诱导 
的 德国 小 贮 血 淋巴 可 抑制 大 肠 杆菌 的 生长 , EL 
效率 高 于 空白 对 照 组 及 PBS 单纯 针 刺 的 诱导 组 。 
2.5 不 同 实 验 组 德国 小 螃 血 淋 巴 抑 菌 活力 的 比较 
采用 Hultmark 等 的 方法 计算 经 大 肠 杆 菌 族 导 
后 德国 小 蚁 血 淋 巴 抑 苗 活 力 发 现 , 随 着 诱导 时 间 的 
增加 , 血 淋 巴 的 抑 菌 活力 也 逐渐 增加 (6 -36 h) ,在 
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图 3 EE NOS EC EER PO 蛋白 的 进化 树 分 析 
Fig. 3 Phylogenetic tree of PO proteins from Blattella 





























germanica and other insects based on amino acid sequences 


PO 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of PO proteins and their 














GenBank accession numbers; BgPO; 4& E /]v 9i 
(KJ789157 ) ; DmPO: E R Wa Drosophila melanogaster (NP _ 
610443) ; CfPO; 白蚁 Coptotermes formosanus ( AHB39936) ; TmPO : 
黄粉 虫 Tenebrio molitor ( AGC54939 ); AePO; 切 叶 由 Acromyrmex 
echinatior ( EGI66037 ); MdPO: Z à Musca domestica (XP _ 
005179891) ; BiPO; 能 蜂 Bombus impatiens ( XP_003484980 ) ; NbPO : 
PKI Neobellieria bullata NbPO ( AAD45526 ) ; AmPO: 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera ( NP. 001011627) ; CcPO : 地 中 海 实 晶 Ceratitis capitata ( XP_ 
004526317) ; LmPO: 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria ( ACN81829 ) ; 
TcPO: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( NP. 001034493) ; AgPO: 冈 比 
亚 按 蚊 Anopheles gambiae ( AAC27383) ; ApPO ; Wü Xi Acyrthosiphon 
pisum ( XP _ 001949307 ); BmPO; 家 看 Bombyx mori ( NP _ 
001037534) ; PhPO : Jilji* Pimpla hypochondriaca ( CAC04148). 节 
点 处 数据 标示 重复 1 000 次 的 bootstrap fi, Bootstrap values by 1 000 


repeats are shown on the nodes. 











Blattella germanica 
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&|4 BgPO mRNA 的 组 织 分 布 检测 

Fig. 4 The tissue distribution of BePO mRNA 
1: 血 淋 巴 Hemolymph; 2: 表皮 Epidermis; 3: 脂肪 体 Fat body; 4; 中 
W Midgut; 5: 气管 Trachea; 6: 马 氏 管 Malpighian tubules. 





























诱导 后 36 h 抑 菌 活力 达到 最 大 ,48 h 其 抑 菌 活力 出 
现 回 落 。 同 时 , 针 刺 的 PBS 诱导 组 德国 小 蝶 血 淋巴 
也 具有 一 定 的 抑 菌 活力 ,但 菌 诱导 组 的 血 淋 巴 抑 菌 
活力 显著 高 于 PBS 诱导 组 ,在 诱导 的 6 -48 h, AW 
导 组 与 PBS 诱导 组 的 抑 菌 活力 均 存 在 显著 性 差异 
(P«0.05) (Kl 5), 
2.6 ”大肠 杆菌 诱导 后 BgPO 的 mRNA 水 平 表 达 情 况 

将 大 肠 杆菌 诱导 6 , 12, 24, 36 和 48 h 的 德国 
BOBO LREL, Ef; RNA 的 提取 及 BgPO 基因 片段 
的 扩 增 ,结果 显示 在 天 coli 诱导 的 6 和 12 h, BgPO 
的 表达 没有 明显 变化 ,在 诱导 24 h Je, BgPO mRNA 
的 表达 量 逐 渐 增 加 ,36 h 时 表达 量 达 到 最 高 ,48 h 
时 BgPO 的 表达 量 稍 有 下 降 ( 图 6)。 
2.7 ”大肠 杆菌 诱导 后 酚 氧 化 酶 活性 

用 PBS 缓冲 液 冰 浴 人 研磨 提取 德国 小 赔 6 82 2] 
虫 酚 氧化 酶 ,以 邻 茶 二 酚 为 底 物 ,分 光 光 度 计 测定 大 
肠 杆菌 诱导 对 德国 小 赔 酚 氧化 酶 活性 的 影响 (图 
7)。 在 大 肠 杆 菌 诱导 后 的 6 和 12 h, 酚 氧化 酶 测定 
Hj OD 值 在 PBS 诱导 组 与 诱导 组 间 无 显著 差异 
(P >0.05), 直 至 诱导 后 24 h ,诱导 组 酚 氧 化 酶 的 活 
性 显著 提高 ,36 h 达到 峰值 ,与 PBS 诱导 组 相 比 ,有 具 
有 显著 性 差异 (P<0.05) ,诱导 后 48 h 又 下 降 到 与 
PBS 诱导 组 无 显著 差异 的 水 平 (已 >0.05) 。 每 个 时 
间 点 取 3 头 6 龄 德国 小 景 用 于 测 酚 氧化 酶 活性 ,每 







































































表 2 各 组 大 肠 杆菌 悬 液 在 S70 nm 处 的 光 吸 收 值 


Table 2 The absorption values of various groups of Escherichia coli suspensions at 570 nm 


















































处 理 组 诱导 后 取样 的 时 间 Sampling time post induction 
Treatment groups 6h 12 h 24 h 36 h 48 h 
空白 对 照 组 
EFE 0.791 +0. 037 0.776 +0. 030 0.762 +0. 030 0.792 x 0.006 0. 772 «0.025 
Blank control group 
PBS 诱导 组 
. 诱导 0.765 +0.012 0.760 +0.031 0.738 +0.028 0.771 +0.006 0.759 +0.013 
PBS induced group 
HoE 
AA 0.739 x 0.019 0.705 x 0.010 0.670 x0.017 0.688 «0.023 0.698 «0.042 


Bacteria induced group 








表 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 标 准 误 。Data in the table are the means + SE of three replications. 
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Fig. 5 Comparison of antibacterial activities between Escherichia coli induced group and PBS induced group 


in Blattella germanica at different time post induction 


图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 标准 误 ; 星 号 示 菌 诱导 组 和 PBS 诱 





导 组 之 间 存 在 显著 差异 (1 检验 , P <0.05); 
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7 同 。Data in the figure are 
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the means + SE of three replications. The asterisk indicates significant difference between bacteria induced group and phosphate buffer ( PBS) induced 


group (ti test, P «0.05). The same for Fig. 7. 
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图 6 大 肠 杆菌 诱导 不 同时 间 点 BgP0 的 mRNA 表达 
Fig. 6 BgPO mRNA level at different time points 
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个 点 重复 3 次 ,显著 性 差异 采用 上 检验 分 析 。 


3 结论 与 讨论 
目前 关于 昆虫 中 抑 苦 物质 的 研究 逐渐 增多 , 通 
过 研究 发 现 昆 虫 具有 许多 参与 对 病原 菌 免疫 的 物 
质 , 当 昆 虫 受到 这 些 物 质 的 刺激 后 ,昆虫 体内 能 有 效 
诱导 如 抗菌 肽 ,溶菌 酶 和 族 集 素 等 血 淋 巴 抑 菌 蛋白 

















48 


24 36 


诱导 时 间 Induction time (h) 








图 7 大 肠 杆菌 诱导 组 和 磷酸 缓冲 液 (PBS) 诱 导 组 在 不 同时 间 点 德国 小 螃 酚 氧化 酶 活性 
Fig. 7  Phenoloxidase enzyme activity between Escherichia coli induced group and PBS 


induced group in Blattella germanica at different time post induction 


的 产生 或 增加 ( 王 了 戎 长 ,2001; Li et al., 2009) , 以 
增强 机 体 的 免疫 防御 。 本 研究 用 大 肠 杆 菌 诱导 后 测 
定 德 国 小 景 血 淋 巴 抑 菌 活力 的 动态 变化 发 现 :德国 
小 蝶 在 受到 大 肠 杆菌 诱导 后 , 随 着 时 间 的 增加 ,其 血 
淋巴 的 抑 落 活力 显著 增强 ,在 诱导 后 36 h 达到 峰 
值 ;而 单纯 针 刺 的 PBS 诱导 组 的 德国 小 蝶 与 空白 对 
照 组 比 ,也 可 抑制 大 肠 杆菌 的 生长 ,说明 单纯 的 外 源 








刺激 也 可 激活 德国 小 蝶 血 淋巴 产生 一 定 的 抑 菌 物 
质 ,这 与 在 美洲 大 蚁 受到 外 界 刺 激 其 血 淋 巴 能 产生 
一 定 的 抗菌 物质 研究 结果 类 似 ( 金 小 宝 等 ,2006 ) ; 
但 受到 外 源 诱导 物 刺激 后 抗菌 成 分 如 抗菌 肽 的 数量 
和 含量 可 能 会 显著 增多 ,但 具体 是 哪些 物质 受到 大 
肠 杆菌 的 诱导 ,还 有 待 于 我 们 更 进一步 的 研究 。 

在 本 研究 中 酚 氧 化 酶 的 组 织 表达 检测 结果 显示 
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主要 在 血细胞 和 表皮 组 织 有 表达 ,而 在 家 看 中 的 研 
究 表 明 酚 氧化 酶 基因 PPO1 主要 在 血液 中 有 表达 ， 
PPO2 几乎 在 家 春 各 个 组 织 都 有 表达 ;在 野 桑 看 中 
PPO1 和 PPO2 的 组 织 表 达 人 研究 结果 同 家 看 类 似 
( 张 永亮 和 朱 勇 ,2009 ) 。 在 蛋白 水 平 研究 表明 卫生 
害虫 按 蚊 中 肠 也 是 酚 氧 化 酶 主要 的 表达 器 官 ( 印 宗 
文 等 , 2003) ;并 且 在 不 同类 型 血细胞 中 酚 氧 化 酶 在 
幼虫 和 晴 期 的 表达 模式 存在 不 同 ( Wang et al., 
2011b) 。 本 研究 只 得 到 一 个 酚 氧 化 酶 基因 ,其 表达 
模式 与 家 看 和 野 桑 看 PPO 表达 模式 相似 , 而 与 
PPO2 表达 模式 差异 较 大 ,说 明 昆 虫 体 内 可 能 存在 
多 个 酚 氧 化 酶 ,其 表达 模式 的 不 同 ,暗示 其 在 昆虫 的 
变态 发 育 和 先天 免疫 中 可 能 存在 不 同 的 分 工 。 

昆虫 体内 的 酚 氧 化 酶 是 一 种 重要 的 免疫 蛋白 ， 
具有 多 种 生物 学 功能 ,诸如 在 昆虫 表皮 硬化 、 免 疫 防 
御 机 制 以 及 伤口 愈合 等 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 ( 刘 
丽 萍 等 ,2013 ) 。 当 昆虫 出 现 伤口 时 ,催化 产生 黑色 
素 聚 集 在 伤口 处 以 防止 血 淋 巴 流失 ,并 阻止 病原 微 
生物 从 伤口 进入 昆虫 体内 ,由 此 对 昆虫 产生 防御 保 
护 作 用 。 酚 氧化 酶 其 在 昆虫 血 淋 巴 中 是 以 酚 氧 化 酶 
原 的 形式 存在 , 当 受 到 外 源 物 侵 染 后 ,将 酚 氧化 酶 原 
激活 ,转变 为 有 活性 的 酚 氧化 酶 。 酚 氧化 酶 的 含量 
及 活性 水 平常 被 用 来 评价 昆虫 免疫 能 力 的 大 小 ( 李 
HERTE, 2003 )。 在 本 研究 中 ,我 们 首先 通过 同 源 克 
隆 的 方法 获得 德国 小 赚 酚 氧化 酶 基因 BgP0 的 全 长 
cDNA 序列 ,并 研究 其 在 组 织 器 官 的 表达 特性 ,然后 
过 对 大 上 肠 杆菌 诱导 后 德国 小 景 血 淋巴 中 BgP0 的 
mRNA 表达 水 平 . 酚 氧 化 酶 活性 的 结果 表明 ,在 大 肠 
杆菌 诱导 后 , 随 诱导 时 间 的 增长 , 血 淋 巴 中 BgPO 的 
mRNA 表达 水 平 在 PBS 诱导 组 和 戎 诱导 组 之 间 在 
诱导 24 h 开始 出 现 差 别 ,36 h 差异 最 显著 ; 酚 氧化 
酶 的 活性 随 诱导 时 间 的 增加 逐步 提高 ,在 诱导 后 36 
h 达到 峰值 。 但 在 最 初 诱导 的 6 和 12 h 酚 氧 化 酶 
测定 的 OD 值 在 PBS 诱导 组 与 菌 诱导 组 间 无 显著 差 
异 。 在 PBS 诱导 组 和 菌 诱导 组 诱导 后 较 短 的 时 间 
即 可 检测 到 酚 氧 化 酶 活性 上 升 ,说 明 外 界 的 机 械 损 
伤 也 可 以 激活 德国 小 景 血 淋巴 的 酚 氧 化 酶 活性 ,这 
与 酚 氧 化 酶 参与 昆虫 的 伤口 愈合 和 修复 功能 相符 。 
因为 昆虫 一 旦 受伤 ,体内 的 血 淋 巴 就 会 流失 ,如 果 不 
立即 治疗 伤口 将 面临 严重 威胁 ,严重 的 会 导致 其 死 
亡 ( 徐 亚 玲 等 , 2010) 。 一 些 外 源 刺激 物 ,如 杀 虫 剂 、 
杀菌 剂 .激素 类 等 可 抑制 或 激活 昆虫 酚 氧 化 酶 的 活 
TEC M 28 55,2004; 张 瑞 峰 ，2007; 5 WIR, 
2009; 金华 超 等 , 2013 ) 。 在 本 研究 中 ,用 大 上 肠 杆 菌 
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诱导 24 bh 后 , 菌 诱导 组 酚 氧 化 酶 的 活性 显 车 提高， 
与 PBS 诱导 组 相 比 有 显著 差别 ,说 明 后 期 酚 氧 化 酶 
活性 的 提高 ,并非 前 期 昆虫 的 伤口 需要 治疗 激活 其 
体内 的 酚 氧 化 酶 原 , 而 是 后 期 可 能 参与 的 免疫 反应 。 
当 人 和 人 侵 的 病原 物 较 大 时 ,昆虫 不 能 通过 咎 噬 细 胞 的 
作用 厨 噬 , 需 要 通过 形成 包 喜 或 结 节 的 方式 与 PO 
催化 形成 的 黑色 素 一 起 将 病原 微生物 除 掉 。 男 外， 
大 肠 杆菌 诱导 后 , 血 淋 巴 酚 氧 化 酶 基因 的 mRNA 表 
达 水 平 在 诱导 24 h 后 与 对 照 有 差异 ,提示 虽然 血 淋 
巴 中 酚 氧 化 酶 以 酶 原 的 形式 存在 , 当 有 病原 苗 浸 染 
时 ,能 将 血 淋 巴 中 的 酚 氧 化 酶 酶 原 激活 为 酚 氧 化 酶 ， 
从 而 使 其 活性 增加 ,但 病原 菌 的 刺激 同样 会 使 酚 氧 
化 酶 基因 的 mRNA 表达 水 平 增 加 ,提示 大 肠 杆菌 在 
诱导 血 淋 巴 中 酚 氧 化 酶 原 向 酚 氧 化 酶 转化 的 同时 ， 
也 会 诱导 血 淋 巴 中 酚 氧 化 酶 原 mRNA 转录 水 平 的 
提高 ,可 能 作为 转化 的 酚 氧 化 酶 原 的 补充 形式 。 酚 
氧化 酶 目前 是 昆虫 免疫 研究 中 的 热点 ,可 以 作为 杀 
虫 剂 的 靶 标 来 进行 研究 ,通过 抑制 酚 氧化 酶 基因 的 
表达 来 抑制 害虫 对 病原 苗 的 防御 来 达到 控制 害虫 的 
目的 。 相 信和 随 着 研究 的 不 断 深入 ,人们 对 酚 氧 化 酶 
的 认识 和 利用 会 提高 的 一 个 新 的 水 平 。 
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